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摘要　以线粒体 16S rDNA基因作为分子标记 ,对蝽总科 8个科 23种昆虫进行了系统发育的分析 ,并采用

最大简约法、最大似然法和邻接法构建了分子系统树。结果表明 :利用 16S rDNA分子研究蝽总科的系统发育

关系是适合的 ,能够重建蝽总科的单系性 ;土蝽科的位置不稳定 ,在蝽总科各科进化过程中处于中间位置 ;龟蝽

科与蝽科在 MP树和 ML 树中都形成姊妹群关系 ,在 NJ 树中 2个科的亲缘关系也比较近 ;异蝽科是最早分支出

来的 ,表明异蝽科是所研究类群中最为原始的类群。本研究从分子水平上支持了将荔蝽亚科、盾蝽亚科和兜蝽

亚科从蝽科中分立出来提升为科的观点。
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　　蝽总科 Pentatomoidea 隶属半翅目 Hemiptera

异翅亚目 Heteroptera 蝽次目 Pentatomomorp ha ,

世界性分布 ,是半翅目中常见的大类群之一 ,绝大多

数种类都是农林害虫。世界已知 4 100 种 ,我国有

360种。对蝽总科的科级阶元的划分意见一直有较

大分歧 ,有划分为 9～16 个科的意见。国外许多学

者曾将盾蝽、荔蝽、兜蝽 3个类群视为蝽科下设的亚

科。近年来 ,较多学者根据形态构造上的一些特点 ,

将它们从蝽科中划出 ,分别提升到科级水平[1 ]。蝽

总科昆虫的系统学研究 ,长期以来主要集中于形态

学和生态学方面[ 2 , 3 ]。

在分子系统发育研究方面 ,国内仅见代金霞和

郑哲民对蝽科部分昆虫采用细胞色素 b基因作了系

统发育的探讨[4 ] ;孙钦霞和张雅林对蝽亚科部分种

类的 16S rDNA基因序列的多态性作了研究[ 5 ] ;卜

云等基于线粒体 CO II基因对中国蝽科进行了分子

系统学研究[ 6 ] ;李红梅等首次对整个蝽次目利用分

子标记 18S rDNA基因和线粒体 CO X1基因进行的

系统发育的探讨[7 ] ,后来利用分子标记 18S rDNA

对蝽次目的系统发育作了研究[8 ]。然而 ,对于蝽总

科的分子系统发育研究则鲜见报道。笔者采用在昆

虫系统发育研究中广泛使用的分子标记 16S rDNA

对 Cydnidae , Acant hosomatidae , Pentatomidae ,

Scutelleridae , Dinidoridae , Tessaratomidae , Uro2
stylidae , Plataspidae等科进行了分析 ,选取长蝽科

L ygaeidae和缘蝽科 Coreoidae 作为外群 ,从分子水

平探讨蝽总科的系统发育关系 ,旨在为今后的分类

研究提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　供试昆虫

本研究包括蝽总科 8个科共 23个种 ,其中 6个

样品 2003年采集于广东省 ;其余种的 16S rDNA基

因的同源序列来源于 GenBank (详见表 1) ,分类系

统基于 Henry (1997) [ 9 ]的分类法。以蝽次目长蝽科

L ygaeidae的 S pi lostet hus hos pes 和缘蝽科 Coreoi2
dae的 Ri ptort us pedest ris作为外群[ 10 ]。

1. 2　DNA的提取、扩增和测序

昆虫总 DNA 提取采用试剂盒 EaZy Nucleic

Acid Isolation Kit (购自 Omega Bio2tek) 。总 DNA

的提取参照 Omega 公司提供的技术手册中所介绍

的方法 ,具体操作如下 :将 30～50 mg的昆虫胸部

肌肉剪碎 ,用液氮研磨成粉末 ;加入 ML1 Buffer ,蛋

白酶 K, 60 ℃孵育处理 ;加入氯仿∶异戊醇 (24∶1) ,
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表 1　蝽总科昆虫的样品及 DNA序列数据来源

Table 1 The sources of samples and DNA data of Pentatomoidea species

分类地位1)

Current family classification
种名　Taxa

GenBank登陆号2)

Accession No. ( GenBank) 编号 Code

蝽总科 Pentatomoidea 　 　 　

　盾蝽科 Scutelleridae

　荔蝽科 Tessaratomidae

　龟蝽科 Plataspidae

　蝽科 Pentatomidae

　同蝽科 Acant hosomatidae

　土蝽科 Cydnidae
　兜蝽科 Dinidoridae
　异蝽科 Urostylidae
缘蝽总科 Coreoidea
　缘蝽科 Coreidae
长蝽总科 Lygaeoidea
　长蝽科 Lygaeidae

Coleotichus costatus
油茶宽盾蝽 Poecilocoris latus (Dallas)
Choerocoris variegates
荔蝽 Tessaratoma papi l losa (Drury)
Peltocopta crassivent ris
筛豆龟蝽 Megacopta cribraria ( Fabricius)
Platas pis coccinel loi des
麻皮蝽 Erthesina f ul lo ( Thunberg)
T holosanus sp . WCW22003
H y pogom phus sp . WCW22003
B rochy mena sp . WCW22003
Oci rrhoe sp . WCW22003
直同蝽 Elasmostet hus sp . WCW22003
钝肩直同蝽 Elasmostethus scotti Renter
S tauralia com puncta
S tauralia chloracant ha
A nischys sp . WCW22003
A nischys luteovarius
A m phaces sp . WCW22003
A llocoris sp . WCW22003
瓜蝽 Megy menum sp . WCW22003
姣异蝽 Urost y lis sp .
Urost y lis westwoodi
点蜂缘蝽 Ri ptortus pedest ris ( Fabricius)
箭痕腺长蝽 S pilostet hus hos pes ( Fabricius)

A Y252747 3

A Y986800
A Y252748 3

A Y986806
A Y252693 3

A Y986805
A Y252663 3

A Y986801
A Y252751 3

A Y252750 3

A Y252655 3

A Y252749 3

A Y252797 3

A Y986804
A Y252741 3

A Y252740 3

A Y252742 3

A Y252744 3

A Y252743 3

A Y252798 3

A Y252697 3

A Y986799
A Y252689 3

A Y986811
A Y986808

ScuCole
ScuPo1
ScuCho
TesTe2
TesPel
PlaMe3
PlaPla
PenEr5
Pen Tho
Pen Hyp
PenBro
PenOci

Aca Elas
Aca Elas33
AcaStau

AcaStauCh
AcaAni

AcaAniL
AcaAmp
CydAll

DinMegy
UroUroD
UroUros

CoAlyR12
LygS10

　1)总科和科的分类根据 Henry (1997)的意见　Classification follows Henry (1997) ;

　2) 3 :来自 Wheeler &. Schuh (2004)直接提交 GenBank　Direct submission to NCBI GenBank database by Wheeler and Schub

10 000 r/ min 离心 ;取上清液加入异丙醇沉淀

DNA ,10 000 r/ min离心后弃上清液 ,空气干燥 ;加

入双蒸水重新溶解沉淀物 DNA ,加入 RNase A (20

mg/ mL)混匀 ;加入 ML2 Buffer ,无水乙醇颠倒混

匀 ;转移所有的溶液至 HiBind DNA 柱子 , 8 000

r/ min离心弃液体 ;加入 DNA Wash Buffer , 8 000

r/ min离心弃液体 ;把柱子置于干净的离心管中 ,加

入 DNA水化溶液 ,8 000 r/ min离心 ,收集 DNA。

扩增线粒体 16S rDNA基因片段的引物设计参

考 Simon等[11 ]。引物序列为 L R2J212887 (16Sbr) :

5′2CCG GT T T GA ACT CA G A TC A T G23′,L R2
N213398 (16Sar ) : 5′2CGC CT G T T T AAC AAA

AAC A T G23′。

反应体系为 25μL : 2～6μL DNA , 0. 5 U T aq

DNA 聚合酶 , 1. 5μL 的 10μmol/ L 引物 1对 , 2. 0

μL 2. 5 mmol/ L dN TPs , 2. 5μL 10 ×buffer 扩增

条件为 95 ℃预变性 5 min 后 ,按下列参数进行 35

个循环 : 95 ℃变性 30 s , 48 ℃退火 60 s , 72 ℃延伸

1. 5 min ,最后 1个循环后 ,72 ℃再延伸 8 min。PCR

产物进行凝胶电泳 ,切割并用 DNA 凝胶回收试剂

盒 (Q IA GEN公司)回收该片段。采用 PE公司 377

型自动测序仪进行测序。

1. 3　DNA序列数据处理

序列的编辑和拼接按 SEQ ED (applied biosys2
tems)完成 ,所测序列均已全部提交 GenBank。序

列 的 比 对 采 用 Clustal2X 软 件 包[12 ] 进 行。

16S rDNA序列在比对时还采用手工进行调整 ,并参

考昆虫的 16S rRNA 3′端的二级结构模型[13 ]。通

过比较 ,发现 16S rDNA 序列中存在一些高度可变

区 ,有些可变区在所有的分类群中比对相对困难 ,这

些区域在分析时予以排除。比对好的序列见 ht2
tp :/ / life. zsu. edu. cn/ insect _ 16S rDNA/ 。利用

M EGA 2. 0估计转换/颠换比率 ;核苷酸替换饱和

水平通过 p距离 (未校正距离)对 Kimura双参数模

式的校正距离 (Κ2 P +Γ)作图来估计。

系统发育的分析均采用 PAU P 3 4. 010b 进行。

建树方法采用邻接法 ( neighbor2joining , NJ ) ,最大

简约分析 (maximum parsimony ,MP)和最大似然分

析 (maximum likelihood ,ML) 。系统树各分支的相

对支持率采用文献[ 14 ]中的方法进行检验。最大似

然分析所用参数由 MrModeltest 估计 ,然后用

PAU P 3 4. 010b构建系统树。
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最大似然搜索所用参数由 MrModeltest 估计 ,

f reqA = 0. 317 5 , f reqC = 0. 090 5 , f req G =

0. 163 0 , f req T = 0. 429 0 ; I = 0. 332 3 ; α=

0. 949 3。然后用 PAU P 3 4. 010b构建系统树。

2　结果与分析

2. 1　序列特点

本研究测定了半翅目蝽总科 6 个供试样品的

16S rDNA序列 (A Y9867992A Y986801 ,A Y9868042
A Y986806) ,同时还测定了作为外群的长蝽科 L yg2
aeidae S pi lostet hus hos pes 和缘蝽科 Coreoidae

Ri ptort us pedest ris 的 16S rDNA 序列 ( A Y986808

和 A Y986811) ;其余 17 个 16S rDNA 基因的同源

序列来源于 GenBank。所利用的这段序列是经常

在昆虫群体遗传学和系统发育研究中所用线粒体

16S rDNA 的 3′端的片段 ,使用非常保守的引物

L R2J212887 ( 16Sbr ) 和 L R2N213398 ( 16Sar ) 来扩

增 ,位于 16S rRNA 二级结构的和区域。其中螺旋

75 (helix75)的保守性最差 ,其长度和二级结构高度

可变 ,在其他的动物此段也是高度可变区[15 ]。因

此 ,在系统发育分析中常常排除此段高度可变

区[13 ]。本研究也排除了这段区域。

经过比对后 ,用于建树分析的数据矩阵共有

477 bp ,其中有 252 个变异位点 (占总位点的

52. 83 %) ,有 184 个信息位点 (占总变异位点的

73. 01 %) 。碱基平均成分为 (Κ2 P +Γ) : T 40. 1 % ,

C 10. 6 % , A 31. 0 % , G 18. 3 % ,碱基组成明显具

有偏好性 ,其中富含 A , T碱基 (A + T = 71. 1 %) ,这

是昆虫线粒体 DNA序列的一个共同特征。核苷酸

替换饱和水平通过 p距离 (未校正距离)对 Kimura

双参数模式的校正距离 (Κ2 P +Γ)作图来估计 ,结果

说明只是在亲缘关系较远的物种有一定程度的饱和

现象 (图未画出) 。

2. 2　系统发育关系

利用 16S rDNA基因用最大简约分析 (MP) ,最

大似然分析 (ML)和邻接法 (NJ )都能够重建蝽总科

的单系性 (图 1) 。最大简约分析对所有的位点和替

换都等权 (未加权) ,得到 6棵最大简约树 (Lengt h =

871 ,CI = 0. 433 ,RI = 0. 416) ,图 12A 是严格一致树

的结果。

从分子系统树中可以看出蝽总科有 3个大的聚

类簇 ,异蝽科首先与其他类群分离开 ,构成聚类簇

Ⅰ;同蝽科的 3个属聚为 1 个单系 ,为聚类簇 Ⅱ;而

盾蝽科 ,荔蝽科 ,龟蝽科 ,蝽科 ,土蝽科 ,兜蝽科聚为

并列的 1支 ,为聚类簇Ⅲ。

在聚类簇Ⅲ中 ,龟蝽科、蝽科的亲缘关系较近 ,

组成姊妹群关系 ,而盾蝽科为 1 个单系。最大似然

树 (ML) (图 12B)分为 6个聚类簇 ,与 MP树的 3个

大的聚类簇相比 ,各物种的聚类关系基本一致 ,但在

系统树分支上有所不同。其中 MP树中的聚类簇Ⅲ

在 ML 树中被细分为 4支 :龟蝽科和蝽科组成姊妹

群 ( Ⅲ) ,单系的盾蝽科 ( Ⅳ) ,土蝽科的 A l locoris sp .

WCW22003成单独的 1支 ( Ⅴ) ,而兜蝽科和荔蝽科

的荔蝽 Tessaratom a p a pi l losa 聚成 1 支 ( Ⅵ) ,但

是 ,荔蝽科的另一物种 Pel tocopt a crassi vent ris 却

自成 1个分支。NJ 分子系统树 (图 12C)与 ML 树

相似 ,各分支的自展值有所提高 ,但龟蝽科 ( Ⅲ)与蝽

科 ( Ⅳ)不形成姊妹群关系 ,土蝽科、兜蝽科和荔蝽科

聚成 1支 ( Ⅵ) 。

3　讨　论

本研究对蝽总科部分种类线粒体 16S rDNA部

分序列进行了初步比较 ,结果表明利用 16S rDNA

基因能够重建蝽总科的单系性 ,这与现有的基于形

态学和分子系统发育学的研究是一致的[1 , 7 , 8 ]。

各科间的亲缘关系与传统的分类系统有同有

异。土蝽科的位置不稳定 ,该科并不是最早从蝽总

科的主干上分支出来的 ,而在蝽总科各科进化过程

中处于中间位置 ,这与徐志强以形态特征进行的支

序分析有所差别[3 ] ,与 Gap ud的分析一致[ 2 ]。

重建的 MP、ML 和 NJ 系统树显示异蝽科是最

早分支出来的 ,表明异蝽科是所研究类群中最为原

始的类群 ,这与 Gap ud的分析一致[2 ]而与徐志强的

分析有所不同[3 ]。龟蝽科与蝽科在 MP树和 ML 树

中都形成姊妹群关系 ,在 NJ 树中 ,2 个科的亲缘关

系也比较近 ,这与若干已有的系统学意见比较一致。

Kumar认为龟蝽科的雄性外生殖器基型与蝽

科很接近[ 16 ]。而徐志强的分析认为龟蝽科在蝽总

科的系统发育中是独立演化的一支[3 ]。在现行的分

类系统中 ,多数学者同意将荔蝽亚科、盾蝽亚科和兜

蝽亚科从蝽科中分立出来并提升为科[1 ]。本研究结

果表明盾蝽科与兜蝽科和荔蝽科的亲缘关系比较接

近 , 而蝽科为一单系群 , 由此很好地从分子水平上

支持了此观点。

本研究结果还表明 ,将 16S rDNA 序列作为遗

传标记 ,运用于蝽总科的分类系统研究是合适的。
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图 1　蝽总科 16S rDNA序列重建的严格一致MP树 (A)、ML树 (B)和 NJ 树 (C)

Fig. 1 The phylogenetic trees of Pentatomomorpha according to 16S rDNA sequence s (A) using Maxium

Parsimony (MP) ,using Maximum Likelihood (B) and using neighbor2joining (NJ ) (C)

树节点上的数字表示 Boot st rap值 ,总科和科的分类根据 Henry (1997)的意见表示在树右侧

Boot st rap values are shown above nodes ,current superfamily and family taxa following Henry (1997) are indicated on t he right

在进一步的研究中 ,应增加样本的种类和数量 ,使其

更具代表性。同时 ,应延长 DNA 序列的长度以包

含更大的遗传信息。

致谢　衷心感谢中山大学生命科学学院陈振耀教授、贾凤
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Phylogenetic Relationships of the Pentatomoidea Based on the Mitochondrial

16S rD NA Sequences( Heteroptera :Pentatomomorpha)

L I Hong2mei1) 　WAN G Xun2zhang2) 　L IN Jin2tian1)

(1)
De p artment of Pl ant Protection , Zhongk ai U ni versi t y of A g ricul t ure and Technolog y ,

Guangz hou 510225 , Chi na;
2)

Col lege of L i f e S ciences , S un Yat2sen Uni versi t y , Guangz hou 510275 , Chi na)

　　Abstract　Sequences of mitochondrial 16S rDNA gene were used to generate a molecular p hylogeny

for t he Pentatomoidea based on 23 species rep resenting 8 p utative families. Phylogenetic analyses using

MP ( maximum parsimony) , ML ( maximum likelihood) and NJ ( neighbor2joining) showed t hat 16S

rDNA was a proper marker to reconst ruct t he p hylogeny of Pentatomoidea. The result s st rongly suppor2
ted that t he Pentatomoidea lineage was monop hyly. The position of Cydnidae was not certain , which

would locate at the middle in t he evolution process of the Pentatomoidea families. In MP t ree and ML

t ree ,Cydnidae and Pentatomidae were sister group formed a close relationship in NJ t ree. Urostylidae

appeared to form an early clade and be basal to all sampled Pentatomoidea. The st udy supported t he

view t hat Scutelleridae , Dinidoridae and Tessaratomidae should be separated f rom family Pentatomidae

and be three valid families.

Key words　Pentatomoidea ; 16S rDNA ; molecular p hylogeny ; Pentatomidae ; Cydnidae ; Urostyli2
dae

(责任编辑 :陈红叶)

115　第 5期 李红梅等 :基于线粒体 16S rDNA序列的蝽总科系统发育研究 (异翅亚目 :蝽次目) 　


